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@ DNA-Sequenzen und ihre Verwendung 

© Die vorliegende Erfindung betrifft eine neue DNA-Se- 
quenz und ihre Verwendung zur Transformation von Vekto- 
ren, Wirtsorganismen und Pflanzen sowie zur Erzeugung von 
neuen Pflanzen, die mannlich steril sind und etna veranderte 
Blutenfarbe aufweisen. 
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^ Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine neue DNA-Sequenz und ihre Verwendung zur Transformati n von 
Vektoren, Wirtsorganismen und Pflanzen sowie zur Erzeugung von neuen Pflanzen, die mannlich steril sind und 
5 eine veranderte Blutenfarbe aufweisen. 

Mannlich sterile Pflanzen spielen in der Pflanzenzuchtung, insbesondere in der Hybridzuchtung, eine bedeu- 
tende Rolle. Verschiedene Verfahren zur Erzeugung von mannlich sterilen Pflanzen sind bereits bekanntgew r- 
den, gera&B welchen beispielsweise gezielt Zellschaden z. B. in den Antheren hervorgeruf en werden, Eingriff e in 
mitochondriale Funktionen erfolgen, mit Hilfe von Antisense-DNA sterilisierende Einwirkungsmdglichkeiten 
to v n Chemikaiien geschaffen werden oder die Chalkonsynthese inhibiert wird (vgL WO 90/08830, WO 90/08831, 
WO 89/10396, EP-A-0 329 308 und EP-A-0 335 451). Die bisher zur Erzeugung von mannlich sterilen Pflanzen 
zur Verfugung stehenden Verfahren fuhren jedoch in vielen Fallen nicht zu voll befriedigenden Ergebnissen. 
DarQberhinaus werden haufig Pflanzen mit einer erheblich gesteigerten Empfindlichkeit gegenuber pilzlichen 
Schadlingen erhalten, was ihre praktische Handhabung in emera hohen MaBe erschwert 
15 Es besteht somit ein starkes Bedurfnis nach weiteren Verfahren zur Erzeugung von mannlich sterilen Pflan- 
zen, welche diese Nachteile nicht aufweisen. 

Die Erzeugung von Pflanzen mit einer geanderten Blutenfarbe ist vor allem fur die Zierpflanzenzuchtung von 
Interesse, so daB auch hier ein erhebliches Interesse an neuen Verfahren besteht 

Es wurde nun die neue DNA-Sequenz, welche im folgenden DNA-Sequenz I genannt wird, gefunden, die aus 
20 den folgenden Bestandteilen besteht, die in der 5'-3'-Reihenfolge aneinandergereiht sind: 

a) ein zum Bestandteil b) heteroioger Promoter, der in Pflanzen stark wirksam ist und/oder der antheren- 
oder tapetum-spezifisch ist und dem gegebenenfalls ein verstarkendes Element ("Enhancer") vorgesetzt ist; 

b) eine fur Stilbensynthase kodierende DNA-Sequenz; und 
25 c) eine 3'-Polyadenylierungssequenz; 

wobei der Begriff DNA-Sequenz I auch die abgeleiteten DNA-Sequenzen einschiiefit, welche noch die fur die 
Ausf Qhrung der Erfindung wesentlichen Merkmale aufweisen. 

Weiterhin wurde gefunden, daB Pflanzen, die die DNA-Sequenz I in ihrem Genom enthalten, in fiberraschen- 

30 der Weise mannlich steril sind und darQberhinaus eine, gegenuber den entsprechenden Pflanzen, die die DNA- 
Sequenz I nicht enthalten, veranderte Blutenfarbe aufweisen. 

Diese neuen Pflanzen besitzen zusatziich eine erhdhte Resistenz gegenQber mikrobiellen Pflanzenschadlin- 
gen, insbesondere gegenuber phytopathogenen Pilzen. Die geanderte Blutenfarbe erleichtert es in vielen Fallen, 
die mannlich sterilen Pflanzen in einer gemischten Population leicht zu erkennen, was von einer erheblichen 

35 praktischen Relevanz sein kann. 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit auch neue Pflanzen (einschlieBlich Teile dieser Pflanzen sowie deren 
Vermehrungsmaterial, wie Protoplasten, Pflanzenzellen, KaHi, Samen, Knollen oder Stecklingen usw.), die in 
ihrem Genom die DNA-Sequenz I enthalten und die mannlich steril sind und/oder eine gegenQber den entspre- 
chenden Pflanzen, welche die DNA-Sequenz I nicht enthalten, geanderte Blutenfarbe aufweisen. 

40 ErfindungsgemiB als Bestandteil a) der DNA-Sequenz I verwendbare Promotoren, die in Pflanzen stark 
wirksam sind, sind bekannt Als Beispiel kann der Promotor des Gens der kleinen Untereinheit der Ribulose- 
1,5-bisphosphat-carboxylase (rbcS) genannt werden (vgL z. B. EMBO Journal, Vol 5 Nr. 9, 2063—2071 (1986)). 
Weiterhin konnen auch in Pflanzen stark wirksame Promotoren von Pflanzenviren eingesetzt werden. Solche 
Promotoren sind bekannt, wobei der CaMV 35S Promotor (vgL z. B. Science 250: 959—960 (1990 ) beispielhaft 

45 genannt seL 

Als Bestandteil a) der DNA-Sequenz I kdnnen auch antherenspezifische und/oder tapetumspezifische Promo- 
toren verwendet werden. Solche Promotoren, die ihre Wirksamkeit besonders stark in den Antheren bzw. im 
Tapetum genannten Antherenort entfalten, sind bekannt Als Beispiel soil der TA29-Promotor genannt werden 
(vgL z. B. Nature 347, 737 —741 (1990)). Auch die bekannten, aus Tabak isolierten, antherenspeziflschen Promo- 
so toren der TA26 und TA13 Gene kommen fur eine erfindungsgemaBe Verwendung in Frage. 

Erfindungsgen&B bevorzugt wird der CaMV 35S Promotor als Bestandteil a) der DNA-Sequenz I eingesetzt 

Es kann vorteilhaft sein, dem Promotor ein geeignetes Verstarkungselement (Enhancer) voranzustellen, urn 
die erwQnschte Wirkung des Promotors zu verstarken. Solche Enhancer-Promotor-Konstrukte sind bekannt 
Als Enhancer kann beispielweise der bekannte CaMV 35S Enhancer besonders vorteilhaft eingesetzt werden. 
55 Besonders bevorzugt wird erftndungsgemiB als Bestandteil a) der DNA-Sequenz 1 der CaMV 35S Promotor 
verwendet Ganz besonders bevorzugt wird ein Konstrukt eingesetzt, welches aus dem CaMV 35S Enhancer und 
dem sich in 5'-3'-Reihenfolge anschlieBenden CaMV 35S Promotor besteht 

Der erfindungsgemaB zu verwendende Promotor ist zum Bestandteil b) heterology d. h. von Promotoren, die in 
naturlichen Stilbensynthase-Genen vorkommen, verschieden. 
60 Die Isolierung geeigneter Promotoren und Enhancer ist bekannt oder kann nach bekannten Verfahren und 
Methoden, die dem Fachmann gelaufig sind, erfolgen. 

Als Bestandteil b) in der DNA-Sequenz I kann jede DNA verwendet werden, die fur das Enzym Stilbensyntha- 
se kodiert Unter Stilbensynthase soil jedes Enzym verstanden werden, welches (in einer geeigneten Umgebung, 
vor allem in Pflanzenzellen) Stilbene erz ugen kann. Der Begriff Stilbene beschreibt ein Gruppe von chemi- 
65 schen Substanzen, welche in Pflanzen vorkommen und als gemeinsame Gnindstruktur das StilbengerOst (trans- 
1^-Diphenylethyl n) enthalten. Dieses Grundgerust kann auch durch die Additi n weiterer Gruppen erganzt 
werden. Zwei wichtig und bevorzugt Stilbene sind das 3,5-Dihydroxy-srilben (Pinosylvin) und das 3,4^-Trih- 
ydroxy-stilben (Resv ratrol). 

2 
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FCir Stiibensynthase kodierende DNA-Sequenzen sind beispielsweise aus den EuropSischen Patentanmeldun- 
gen EP-A-0 309 862, EP-A-0 464 461 und EP-A-0 533 010 bekannt. In diesen Patentanmeldungen wird die Isolie- 
rung von Stilbensynthase-Genen und ihre Verwendung zur Erzeugung von transgenen Pflanzen, die eine 
erhdhte Schidlingsresistenz aufweisen, beschrieben. Die fur Stiibensynthase kodierenden DNA-Sequenzen, die 
in diesen Patentanmeldungen beschrieben werden, werden bevorzugt erfindungsgem&B eingesetzt, wobei die fur 
Resveratrolsynthase kodierenden Sequenzen besonders bevorzugt werden. Weiterhin werden bevorzugt die in 
den genannten Europiischen Patentanmeldungen beschriebenen, fflr Stiibensynthase kodierenden DNA-Se- 
quenzen aus ErdnuBpflanzen (Arachis hypogaea und aus Wein (Vitis vinifera)) eingesetzt Die DNA-Sequenzen, 
die fur Stiibensynthase kodieren, k6nnen in der Form vorliegen, wie sie in den entsprechenden natQriichen 
Pflanzengenen enthalten sind ("genomische Form"), einschlieBlich der gegebenenfalls vorhandenen nicht kodie- 
renden Regionen (wie Introns) oder in einer Form, welche der cDNA ("copy DNA") entspricht, die Qber mRNA 
mit Hilfe von Reverse-Transkriptase/Polymerase erhaltlich ist und keine Introns mehr enthalt Sie kdnnen auch 
in teilweise oder vollstandig synthetisierter Form vorliegen oder aus Teilen verschiedener Herkunft zusammen- 
gesetzt vorliegen. 

ErfindungsgemiS besonders bevorzugt werden die fur Stiibensynthase kodierenden DNA-Sequenzen, welche 
in dem Plasmid pGS828.1 (EP-A-0 309 862), dem Plasmid pin5-49 (EP-A-0 533 010) und ganz besonders bevor- 
zugt den Plasmiden pVstl, pVst2 und pVstl2t3 (EP-A-0 464 461) enthalten sind sowie die mit Hilfe dieser 
DNA-Sequenzen (Verwendung als Sonden) aus Pflanzen isoiierbaren weiteren fur Stiibensynthase kodierende 
DNA-Sequenzen eingesetzt Besonders hervorgehoben wird die fur Stiibensynthase kodierende Sequenz, wel- 
che in dem Plasmid pVstl (EP-A-0 464 461) enthalten ist 

Die Isolierung der als Bestandteil b) der DNA-Sequenz I verwendbaren DNA-Sequenzen ist bekannt und/ 
oder kann nach den bekannten und dem Fachmann gelaufigen Verfahren und Methoden erf olgen. Die kodieren- 
de Region fQr Stiibensynthase kann z. B. mit Hilfe der Polymerasekettenreaktions-Technik (PCR-Technik) aus 
den Plasmiden pVst 1, pVst2, pVst 12t3 oder pGS828.1 isoliert werden. 

Die Amplifizierung kann mittels PCR, z. B. Qber foigende Programme erfolgen: 

180 sec. 

hold ( Zugabe der Polymerase ) 



45 sec. 
45 sec. 
90 sec. 



45 sec. 
45 sec. 
300 sec. 



Ix 95°C 
72°C 

25x 95°C 
55°C 
72°C 

lx 95°C 
55°C 
72°C 



Die Amplifizierung der Stilbensynthase-Gene Vstl und Vst2 aus Vitis vinifera (var. optima) sowie des Stilben- 
synthase-Gens aus Arachis hypogea(A. hyp.) kann mit den folgenden Primern durchgefGhrt werden: 

Primer 1 Vstl : siehe SEQ ID NO: 1 
Primer 1 Vst2: siehe SEQ ID NO: 2 
Primer 1 A. hyp.: siehe SEQ ID NO: 3 

Primer 2 Vstl : siehe SEQ ID NO: 4 
Primer 2 Vst2: siehe SEQ ID NO: 5 
Primer 2 A. hyp.: siehe SEQ ID NO: 6. 

Alle so amplifizierten codierenden Regionen der einzelnen Gene kdnnen in die entsprechenden Restriktions- 
schntttstellen Oblicher Vektoren einligiert werden. 

Weiterhin kdnnen die kodierende und die terminierende Sequenz auch gemeinsam durch die Enzyme EcoRI 
und PstI sowie EcoRI und SphI aus pSSVstl (vgl. unten) isoliert werden. 

Die als Bestandteil c) in der DNA-Sequenz I enthaltene 3 # -PoIyadenylierungssequenz kann weitgehend 
variiert werden, so daB alle entsprechenden Sequenzen verwendet werden konnen, welche die Exprimierung der 
Stiibensynthase in Pflanzen nicht nachteilig beeinflussen. Es kann auch zweckmaBig sein, mehrere (z. B. zwei) 
Polyadenylierungssequenzen, gegebenenfalls verschiedenen Ursprungs, hintereinander gefQgt einzusetzen, ins- 
besondere, wenn sich dies durch die jeweils verwendeten Techniken ergibt (vgL TeU c) in SEQ ID NO: 7). Der 
Einfachheit halber wird vorzugsweise die in den natQriichen Stibensynthase-G nen enthaltene 3'-Polyadenyhe- 
rungssequenz verwendet, wobei zweckmaQigerweise diese Sequenz zusammen mit der fUr Stiibensynthase 
kodierenden Sequenz aus den Stilbensynthase-Genen isoliert wird. ErfindungsgemSB kdnnen also als Bestand- 
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ise-Gene eingesetzt werden, bei denen le&jgiii 



teile b) und c) auch Stilbensynthase-Gene eingesetzt werden, bei denen lecDglich der naturliche Promotor 
entfernt wurde. In diesem Fall tst es nur erforderlich, den Bestandteil a) der DNA-Sequenz I, also den heterolo- 
gen Promotor und gegebenenfalls den Enhancer, vorzuschalieiL 

Die Isolierung geeigneter 3'-P lyadenylierungssequenzen kann nach allgemein ublichen Verfahren und Me- 

5 thoden erfolgen, die dem Fachmann gelaufig sind. 

Ganz besonders bevorzugt werden als Komponenten a) bis c) der DNA-Sequenz I einzeln oder in der 
v rliegender Kombination die DNA-Sequenzen gemaS SEQ ID NO: 7 verwendet In Seq ID NO: 7 stellen die 
Nukleotide 1 bis 720 den D ppel 35S CaMV RNA-Prornotor dar, der aus dem CaMV 35S Enhancer und dem 
CaMV 35S Promotor besteht (Komponente a))i Die Nukleotide 721 bis 730 sind eine synthetische Linkerse- 

io quenz. Die Nukleotide 731 bis 2265 der SEQ ID NO: 7 reprasentieren den kodierenden Teil fur Stilbensynthase 
(Komponente b)) und die Nukleotide 2266 bis 2485 stellen den poIyA-Teil (Komponente c)) des Stilbensynthase- 
Gens dar. Die Nukleotide von 2486 bis 2728 stellen den Anteil der Komponente c) aus CaMV 359 RNA dar, 
wobei am Ende Polylinkersequenzen vorliegen. 

Der Begriff DNA-Sequenz I schlieQt auch alle abgeleiteten DNA-Sequenzen ein, welche noch die fur die 

15 Ausfuhrung der Erfindung wesentlichen Merkmale aufweisen, welche also in Pflanzen mannliche Sterilit&t und 
gegebenenfalls eine Anderung der Blutenf arbe hervormf en. In solchen abgeleiteten Sequenzen kdnnen einzelne 
DN As, Kodons und/oder Teilsequenzen f ehlen (z. B. durch die Verwendung von Restriktionsenzymen) und/oder 
durch andere DNAs, Kodons und/oder Teilsequenzen ersetzt sein. Solche Modifikationen kdnnen auf Grand der 
Degeneration des genetischen Kodes vorliegen, oder sich bei der Manipulation der DNA-Sequenzen ergeben. 

20 Die erfindungsgemaBen DNA-Sequenzen und/oder ihre Bestandteile a) bis c) kdnnen auch DNAs und/oder 
DNA-Sequenzen enthalten, welche ihre Handhabung erleichtern, z. B. sogen. Linker oder welche von solchen 
Linkern nach Manipulationen (z. B. nach Schnitten mit Restriktionsenzymen) Qbrig bleiben. Die Bestandteile a) 
bis c) der DNA-Sequenz I kdnnen naturlichen Ursprungs sein oder teiiweise oder vollstandig in synthetisierter 
Form vorliegen. 

25 Die Bestandteile a) bis c) kdnnen nach den allgemein ublichen und dem Fachmann gelaufigen Verfahren und 
Methoden zu der DNA-Sequenz I, welche auch als ein "chimares Gen 9 betrachtet werden kann, zusammenge- 
ftigt werden. 

In einer besonderen Ausfuhrungsform der Erfindung besteht die DNA-Sequenz I aus (a) dem sogenannten 
CaMV 35S-Doppelpromotor, der aus dem CaMV 35S Promotor und dem zugehdrigen CaMV 35S Enhancer 
30 zusammengesetzt ist, und (b) der fur Stilbensynthase (Resveratrolsynthase) kodierenden Sequenz mit der sich 
anschliefienden 3'-Polyadenylierungssequenz, wie sie im Plasmid pVstl (vgL EP-A-0 464 461) vorliegt 

Diese DNA-Sequenz ist in dem neuen Plasmid pSSVstl enthalten, dessen Konstruktion aus Fig. 1 ersichtlich 
ist Die kodierende Region des Stilbensynthase-Gens Vstl kann demgemaB als 2,1 kB-Munl-Fragment aus dem 
Plasmid pVstl isoliert werden, das das vollstandige Stilbensynthase-Gen (Vstl -Gen ) als 4,9 kB-EcoRI-Fragment 
35 enthalt Allerdings fehlen diesem Muni-Fragment die ersten 4 Kodons am 5'- Ende des codierenden Bereichs. 
Das gereinigte Muni-Fragment wird zweckmiBigerweise mit dem Restriktionsenzym Nrul nachverdaut und das 
entstandene l f 7 kB groBe Nrul/Munl-Fragment mit einem Oligonukleotidlinker fusioniert, welcher fOr die 
rsten vier Aminosauren kodiert Da die uberstehenden Enden der EcoRI- und Munl-Restriktionsschnittstellen 
identisch sind und eine Munl/EcoRI-Fusion verhindert werden soli, ist der Oligonukleotidlinker so konzipiert, 
40 daB die EcoRI-Schnittstelle erst durch einen nachtraglichen Restriktionsverdau entsteht Das entstandene 
NruI/EcoRI-Fragrnent wird zwischen die Smal- und EcoRI-Schnittstellen des binaren Vektors pSS ligiert, so daB 
die vollstandige codierende Region des Stilbensynthase-Gens Vstl unter der Kontrolle des doppelten 35S 
Promotors stent Entsprechende andere Konstruktionen kdnnen durch den Fachmann anhand seines Fachwis- 
sens und der im vorliegenden Text enthaltenen Informationen mit Hilf e der ublichen Methoden hergestellt und 
45 verwendet werden. 

Der Escherichia coli Stamm RH pSSVstl enthalt das Plasmid pSSVstl. 

Dieser E. coli Stamm RH pSSVstl wurde bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen (DSM), 
Mascheroder Weg IB, D-38124 Braunschweig, Bundesrepublik Deutschland, in Obereinstimmung mit den 
Bestimmungen des Budapester Vertrages fiber die Internationale Hinterlegung von Mikroorganismen fur die 
50 Zwecke von Patentverf ahren am 18. Oktober 1994 hinterlegt und erhielt die Hinterlegungsnummer DSM 9501. 

Das Plasmid pSSVstl sowie der E coli Stamm RH pSSVstl und seine Mutanten, die noch die fur die 
Ausfuhrung der Erfindung wesentlichen Merkmale des hinterlegten Stammes aufweisen, sind ebenfalls Teil der 
vorliegenden Erfindung. 

Der E. coli Stamm RH pSSVstl kann nach den allgemein ublichen Methoden vermehrt werden. Das Plasmid 
55 pSSVstl kann ebenfalls nach den allgemein ublichen Methoden aus diesem E. coli Stamm gewonnen werden. 
Ebenso ist es dem Fachmann leicht mdglich, die in dem Plasmid pSSVstl enthaltene DNA-Sequenz I zu isolieren. 
So kann z. B. die im Plasmid pSSVstl enthaltene DNA-Sequenz I, aus diesem Plasmid mit Hilfe der Restriktions- 
enzyme SphI und PstI in Form eines etwa 2700 bp (Basenpaare) groBen DN A- Fragments isoliert werden. 
Mit Hilfe der ublichen und dem Fachmann gelaufigen Methoden ist es mdglich, die DNA-Sequenz I ein oder 
60 mehrfach (z. B. Tandemanordnung), vorzugsweise einfach, in beliebige prokaryontische (vorzugsweise bakteriel- 
le) oder eukaryontische (vorzugsweise pflanzliche) DNA als "fremde" DNA einzubauen. Die so "modifizierte" 
rekombinante DNA» welche z.B.zur Transformation v n Pflanzen bzw. Pflanzenzellen verwendet w rdenkann 
und nach der Transformation in Pflanzen bzw. Pflanzenzellen enthalten ist, ist Bestandteil der vorliegenden 
Erfindung. 

65 Die DNA-Sequenz I sowie die rekombinante DNA kdnnen als "fremde* DNA in Vektoren (insbesondere 
Plasmiden, Cosmiden oder PhagenX in transformierten Mikroorganismen (vorzugsw ise Bakterien, insbesonde- 
re Gram-negativen Bakterien, wie E. coli) sowie in transformierten Pflanzenzellen und Pflanzen bzw. in deren 
DNA enthalten sein. Solche Vektoren, transformierte Mikroorganismen (die auch dies Vektoren enthalten 
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kbnnen) sowie die transformierten Pflanzenzellen und Pflanzen und deren DNA steilen Bestandteile der vorlie- 
genden Erfindung dar. 

Wie bereits angedeutet, werden erfindungsgemaB die DNA-Sequenz I em- oder mehrfach (an gleichen oder 
verschiedenen Steilen des Genoms) in das naturliche pflanziiche Genom eingebaut 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit auch ein Verfahren zur Hersteilung transgener Pflanzenzellen 5 
(einschlieBlich Prot plasten) und Pflanzen (einschiieBlich Pflanzenteile und Samen), wobei diese Pflanzen mann- 
lich steril sind und gegebenenfalls eine geanderte Blutenfarbe aufweisen, welches dadurch gekennzeichnet ist, 
daB man 

(a) ein oder mehrfach die DNA-Sequenz I und/oder erfindungsgemiBe rekombinante DNA in das Genom 10 
von Pflanzenzellen (einschlieBlich Protoplasten) einsetzt und gegebenenfalls 

(b) aus den transformierten Pflanzenzellen (einschlieBlich Protoplasten) vollstandige transformierte Pflan- 
zen regeneriert und gegebenenfalls vermehrt und gegebenenfalls 

(c) von den so erhaltenen transgenen Pflanzen der Elterngeneration oder weiterer daraus gewonnener 
Generationen die gewQnschten Pflanzenteile (einschlieBlich Samen) gewinnt 15 

Die Verfahrensschritte (a), (b) und (c) konnen nach bekannten Verfahren und Methoden in Obiicher Weise 
durchgefuhrt werden. 

Transgene Pflanzenzellen (einschlieBlich Protoplasten) und Pflanzen (einschlieBlich Pflanzenteile und Samen), 
welche ein oder mehrfach die DNA-Sequenz I als "fremde" DNA enthalten und deren Nachkommen sowie 20 
solche transformierte Pflanzenzellen und Pflanzen, welche nach den obigen Verfahren erhaltlich sind und deren 
Nachkommen, gehdren ebenf alls zur vorliegenden Erfindung. 

Teile der vorliegenden Erfindung sind auch die: 

(a) Verwendung der DNA-Sequenz I und/oder der erfindungsgemaBen rekombinanten DNA und/oder der 25 
erfindungsgemaBen rekombinanten Vektoren und/oder der erfindungsgemaBen transformierten Mikroor- 
ganismen zur Transformation von Pflanzenzellen (einschlieBlich Protoplasten) und Pflanzen (einschlieBlich 
Pflanzenteilen und SamenX die 

(b) Verwendung der erfindungsgemaBen transgenen Pflanzenzellen (einschlieBlich Protoplasten) und Pflan- 
zen (einschlieBlich Pflanzenteilen und Samen) zur Erzeugung von Vermehrungsmaterial sowie zur Erzeu- 30 
gung neuer Pflanzen und deren Vermehrungsmaterial, die 

(c) Verwendung der erfindungsgemaBen DNA-Sequenz I und/oder der erfindungsgemaBen rekombinanten 
DNA zur Erzeugung von minnlicher Sterilitat und gegebenenfalls einer geinderten BlOtenfarbe in Pflan- 
zen, die 

d) Verwendung der auf dem Plasmid pSSVstl enthaltenen DNA-Sequenz I zum Nachweis der Anwesenheit 35 
der DNA-Sequenz I in Pflanzen sowie (allgemein) bei der Erzeugung von transgenen Pflanzenzellen 
(einschlieBlich Protoplasten) und Pflanzen (einschlieBlich Pflanzenteilen und Samen) sowie die 

e) Verwendung der fur Stilbensynthase kodierenden DNA-Sequenz zur Erzeugung von transgenen Pflan- 
zen, welche mannlich steril sind und/oder gegenQber entsprechenden Pflanzen, die diese DNA in ihrem 
Genom nicht enthalten, eine geanderte Blutenfarbe aufweisen- 40 

Eine Anzahl verschiedener Methoden steht zur Verfiigung, die DNA-Sequenz I als "fremde* DNA in das 
genetische Material von Pflanzen bzw. Pflanzenzellen einzusetzen. Der Gentransfer kann nach den allgemein 
Qblichen bekannten Methoden erfolgen, wobei der Fachmann die jeweils geeignete Methode ohne Schwierig- 
keiten ermitteln kann. 45 

Das Ti-Plasmid von Agrobacterium tumefaciens steht als besonders gfinstiger und breit einsetzbarer Vektor 
zur Obertragung von f remder DNA in Genome dikotyler und monokotyler Pflanzen zur VerfGgung. Hierzu wird 
die DNA-Sequenz I in geeigneter Weise in die T-DNA von geeigneten Ti-Plasmiden eingesetzt (z. B. Zambryski 
et aL, 1983) und durch Infektion der Pflanze, Infektion von Pflanzenteilen oder Pflanzengeweben, wie z. B. von 
Blattscheiben, Stengeln, Hypokotylen, Kotyledonen, Meristemen und davon ableitenden Geweben, wie z. B. 50 
sekundaren Embryonen und Kalli oder durch Kokultur von Protoplasten mit Agrobacterium tumefaciens 
ttbertrageiL 

Eine Alternative ist die Inkubation der DNA-Sequenz I oder von rekombinanter DNA mit Pflanzenprotopla- 
sten (z. B, Hain et aL, 1985; Krens et aL, 1982; Paszkowski et aL, 1984) in Gegenwart von Polykationen oder 
Calziumsalzen und PolyethylenglykoL 55 

Die DNA-Aufnahme kann auch zusitzlich durch ein elektrisches Feld (Elektroporation) begtinstigt werden 
(z. B. Fromm et aL, 1986). 

Die DNA kann in bekannter Weise auch uber Pflanzenpollen eingefQhrt werden, z. B. indem Pollen oder 
Pflanzengewebe mit physikalisch beschieunigten Partikeln "beschossen w werden, welche die DNA tragen (vgL 
EP-A 0 270 356). 60 

Die Regeneration der Pflanzen erfolgt in bekannter Weise mit Hilfe geeigneter Nahrmedien (z. B. Nagy und 
Maliga 1976). 

In einer bevorzugten AusfQhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens (gemaB der Methode aus EP- 
A 116 718) wird die DNA-Sequenz I, wie sie auf dem Plasmid pSSVstl enthalten ist, in einen geeigneten 
intermediaeren Exoli Vektor z. B. pGV700 oder pGV710, (vergL EP-A-116 718) bzw. vorzugsweise Derivaten 65 
davon, die zusatzlich ein Reportergen wie z. B. nptll (Herrera-Estrella et aL 1983) oder hpt (Van den Elzen et aL 
1 986) enthalten, kloniert. 

Das so konstruierte Plasmid wird auf Agrobacterium tumefaciens, das z. B. pGV 3850 bzw. Derivate davon 
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enthalt (Zambryski et al 1983), mit Qblichen Methoden (z. B. Van Haute et aLl983) Qbertragen. Alternativ dazu 
kann die DNA-Sequenz I in einem binaren Vektor, z. B. PCV001 oder PCV002 (z. B. Koncz und Schell 1986) 
kloniert und wie oben beschrieben in einen geeigneten Agrobakterium Stamm (Koncz und Schell 1986) transfe- 
riert werden. Der resultierende Agrobakterium Stamm, der die DNA-Sequenz I in einer auf Pflanzen transferier- 
5 baren Form enthalt, wird im weiteren zur Pflanzentransformation verwendet Das Plasmid pSSVstl kann auch 
direkt in einen geeigneten A. tumefaciens Stamm (vgL z. B. Koncz und Schell (1986)) eingebracht werden. 

In einer weiteren b v rzugten Ausfuhrungsform wird das Plasmid pSSVstl, das ein Reportergen fur Pflanzen- 
zellen fQr Kanamycin-Resistenz (z. B. Herrera-Estrella et aL 1983) enthalt, in ubiicher Weise durch direkten 
Gentransfer auf Pflanzenprotoplasten Qbertragen (z. B. Hain et aL 1985). Dabei kann das Plasmid pSSVstl in 

io zirkularer, vorzugsweise jedoch in linearer Form, vortiegen. Bei der Verwendung von pSSVstl mit Reportergen 
werden kanamycinresistente Protoplasten dann auf Expression von Stilbensynthasen uberprOft 

Transformierte (transgene) Pflanzen bzw. Pflanzenzellen werden nach den bekannten Methoden, z. B. durch 
Blattscheiben Transformation (z. B. Horsch et aL 1985) durch Cokultur regenerierender Pflanzenprotoplasten 
oder Zellkulturen mit Agrobacterium tumefaciens (z. B. Marton et aL 1979, Hain et aL 1985) oder durch direkte 

15 DNA Transfektion erzeugt Resultierende transformierte Pflanzen werden entweder durch Selektion auf die 
Expression des Reportergens, z. B. durch die Phosphorylierung von Kanamycin-Sulfat in vitro (Reiss et aL 1984; 
Schreier et aL 1985) oder durch die Expression der Nopalinsynthase (nach Aerts et aL 1983) oder Stilbensynthase 
durch Northern-Blot-Analyse und Western Blot-Analyse nachgewiesen. Die Stilbensynthase und die Stilbene 
kdnnen auch in bekannter Weise mit Hilfe spezifischer Antikdrper in transformierten Pflanzen nachgewiesen 

20 werden. Stilbensynthase kann auch durch Enzymaktivitatstest nachgewiesen werden (Rolfs et aL, Plant Cell 
Reports 1,83-85,1981). 

Die Kultivierung der transformierten Pflanzenzellen sowie die Regeneration zu vollstandigen Pflanzen erfolgt 
nach den allgemein Qblichen Methoden mit Hilfe der jeweils geeigneten Nahrmedien. 

Sowohl die transformierten Pflanzenzellen als auch die transformierten Pflanzen, welche die erfindungsgema- 
25 Be DNA-Sequenz I enthalten und welche Bestandteile der vorliegenden Erfindung sind, zeigen eine erheblich 
hdhere Resistenz gegen Schadlinge, insbesondere pflanzenpathogene Pilze. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung bedeutet der Ausdruck "Pflanzen" sowohl vollstandige 
Pflanzen als auch Pflanzenteile, wie Blatter, Stengel oder Wurzeln sowie Verraehrungsmaterial, wie Samen, 
Knollen, Stecklinge usw. "Pflanzenzellen*' schlieBen Protoplasten* Zellinien, Pflanzenkalli usw. ein. 
30 Wie bereits dargelegt wurde, weisen Pflanzen, welche die erfindungsgemaBe DNA-Sequenz I in ihrem Genom 
enthalten, eine mannliche Sterilitat und gegebenenfalls eine, im Vergleich zu den entsprechenden Pflanzen, 
welche die DNA-Sequenz I nicht enthalten, geanderte Blutenfarbe auf. 

Bei Zierpflanzen und Schnittblumen, z. B. Rosen, Nelken, Freesien, Gerbera usw., ist die Blutenfarbe von einer 
erheblichen kommerziellen Bedeutung. Haufig ist die gezielte Beeinflussung der Blutenfarben und die Erzielung 
35 stabiler Blutenfarben schwierig und aufwendig. Die vorliegende Erfindung ermdglicht es auf relativ einf ache 
Weise die Blutenfarbe aller bunt bluhenden Pflanzen, die BlQtenfarben, insbesondere Anthocyane, aufweisen, zu 
andenu In der Regel werden durch den Einbau der DNA-Sequenz I die BlQten heller und haufig ganz weiB, Bei 
Pflanzen ohne bunte Blfiten, ist im allgemeinen eine Veranderung nicht oder nur schwer zu erkennen. 

Die mannliche Sterilitat von Pflanzen spielt in der Pflanzenzucht bei der Erzeugung von Hybridlinien und 
40 Hybridsamen eine sehr groBe Rolle. Leider sind viele Hybridlinien sehr empfindlich gegenuber pflanzenpatho- 
genen Pilzen, so daB hierdurch ihre Verwendbarkeit sehr stark eingeschrankt ist. Mit Hilfe der vorliegenden 
Erfindung ist es auf relativ einfache Weise moglich, mannlich sterile Pflanzen zu erzeugen. Diese Pflanzen weisen 
zudem eine erhdhte Resistenz gegenfiber mikrobiellen Pflanzenschadlingen, wie phytopathogenen Pilzen, Bak- 
terien und/oder Viren, insbesondere gegenuber phytopathogenen Pilzen auf und sind somit nach anderen 
45 Verf ahren gewonnenen mannlich sterilen Pflanzen Qberlegen. 

Zu den Pflanzen, welchen durch den Einbau (Transformation) der erfindungsgemafien DNA-Sequenz I eine 
mannliche Sterilitat verliehen werden kann, gehoren praktisch alle Pflanzen. Ein besonderes diesbezOglichen 
Bedurfnis besteht naturgemaB bei den ICulturpflanzen, wie Nahrungsmittel und Rohstoffe liefernden Pflanzen, 
z. B. Getreide (insbesondere Weizen, Roggen, Gerste, Haf er, Hirse, Reis und MaisX Kartoffel, Leguminosen (wie 
so Hillsenf rfichte und insbesondere Alfalfa, Sojabohnen), GemQse (insbesondere Kohlarten und TomatenX Obst 
(insbesondere ApfeL Birnen, Kirschen, Weintrauben, Citrus, Ananas und Bananen), Olpalmen, Tee-, Kakao- und 
Kaffeestraucher, Tabak, Sisal und Baumwolle sowie bei Heilpflanzen wie Rauwolfla und Digitalis. Besonders 
bevorzugt seien Reis, Weizen, Gerste, Roggen, Mais, ZuckerrQbe, Raps und Soja genannt 

Die vorliegende Erfindung soli anhand der folgenden beispielhaften Ausfuhrungen naher erlautert werden : 

55 

I) Transformation von Pflanzen 
1. Konstruktion und Beschreibung des Vektors pSSVstl 

60 Die Konstruktion des Piasmids pSSVstl wurde bereits oben naher erlautert und ist in Fig. 1 dargestellt, so daB 
sie ohne weiteres durch den Fachmann nachvollzogen werden kann. 

Das Plasmid pSSVstl ist ein Derivat von pSS. pSS stellt ein Derivat von PCV001 (Koncz und Schell, 1986) dar, 
welches eine Expressi nskassette, basierend auf dem Plasmid pRTlOl (Tdpfer et aL, 1987) enthalt, in der eine 
Verdoppeiung des CaMV 35S RNA Enhancers durch Einklonierung des Ddel/EcoRV-Fragmentes in di Hindi 

65 Schnittstelle durchg fQhrt wurde. pSSVstl enthalt die kodierende Sequenz sowie die polyA-Sequenz von 
Stilbensynthase aus pVstl (vgL Fig* 1). pSSVstl enthalt eine Kanamycinresistenz far Pflanzen und eine bakteriel- 
le Ampicillinresistenz. Weiterhin enthalt pSSVstl Bordersequenzen aus dem Ti- Plasmid von Agrobakterium 
tumefaciens sowie einen Replikati nsstart fur A. tumefaciens und E. coii (Koncz und Schell, 1986). Das Plasmid 
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pSSVstl kann mit Hilfe des Stammes E. coli RH pSSVstl direkt in einen geeigneten Agrobakterium tumefaciens 
Stamm (z. B. Koncz und Schell, 1986) mobilisiert werden. 

2. Transformation von Tabak 

5 

a) Kultur von Tabaksprossen und Isolierung von Tabakprotoplasten 

Nicotiana tabacum (Petit Havana SRI) wird als sterile SproBkultur auf hormonfreiem LS Medium (Linsmaier 
und Skoog 1965) vermehrt In Abst§nden von ca. 6—8 Wochen werden SproBabschnitte auf frisches LS-Medium 
umgesetzt Die SproBkulturen werden bei 12 h Licht (1000—3000 Lux) in einem Kulturraum bei 24— 26°C to 
gehaltea 

FQr die Isolierung von Blatt protoplasten werden ca. 2 g Blatter (ca 3 — 5 cm lang) mit einer f rischen Rasierklin- 
ge in kleine Stucke (0,5 cm x 1 cm)geschnitten. Das Blattmaterial wird in 20 ml Enzymldsung, bestehend aus K3 
Medium (Nagy und Maliga 1976), 0,4 m Saccharose, pH 5,6, 2% Zellulase R10 (Serva), 0,5% Macerozym R10 
(Serva) fur 14—16 h bei Raumtemperatur inkubiert Danach werden die Protoplasten durch Filtration fiber is 
030 mm und 0,1 mm Stahlsiebe von Zellresten getrennt Das Filtrat wird 10 Minuten lang bei 100 x g zentrifu- 
giert WMirend dieser Zentrifugation flotieren intakte Protoplasten und sammeln sich in einer Bande am oberen 
Rand der Enzymldsung, Das Pellet aus Zellresten und die Enzymldsung werden mit einer Glaskapillare abge- 
saugt Die vorgereinigten Protoplasten werden mit frischem K3 Medium (0,4 M Saccharose als Osmotikum) auf 
10 ml aufgefOllt und erneut flotiert Das Waschmedium wird abgesaugt und die Protoplasten werden ffir Kultur 20 
oder folgende Infektion mit Agrobakterien (Kokultur) auf 1 —2 x lOVml verdQnnt Die Protoplastenkonzentra- 
tion wird in einer Zihlkammer bestimmt 



b) Transformation von regenerierenden Tabakprotoplasten durch Kokultur mit Agrobacterium tumefaciens 



25 



Es wird im folgenden die Methode von Marton et aL 1979 mit kleinen VerSnderungen benutzt Die Protopla- 
sten werden wie beschrieben isoliert und in einer Dichte von 1 —2 x lOVml in K3 Medium (0,4 m Saccharose, 
0,1 rag/I NAA, 0,2 ml in K3 Medium (0,4 m Saccharose, 0,1 mg/1 NAA, 0,2 mg Kinetin) 2 Tage im Dunkeln und ein 
bis zwei Tage lang unter Schwachlicht (500 lux) bei 26° C inkubiert Sobald die ersten Teilungen der Protoplasten 
auftreten, werden 30 |xl einer Agrobakteriumsuspension, die die Sequenz I in ihrer T-DNA enthalten oder die das 30 
Plasmid pSSVstl enthalten, in minimal A (Am) Medium (Dichte ca. 10 9 Agrobakterien/ml) zu 3 ml regenerieren- 
den Protoplasten gegeben. Die Kokulturdauer betrigt 3—4 Tage bei 20°C im Dunkeln. Danach werden die 
Tabakzellen in 12 ml Zentrifugenrdhrchen gefttllt, mit Seewasser (600 mOsm/kg) auf 10 ml verdQnnt und bei 
60 x g 10 Minuten lang pelletiert Dieser Waschvorgang wird noch 1— 2 x wiederholt um den groBten Teil der 
Agrobakterien zu entfernen. Die Zellsuspension wird in einer Dichte von 5 x lOVml in K3 Medium (03 m 35 
Saccharose) mit 1 mg/1 NAA (Naphthyi-t-essigsSureX 0,2 mg/1 Kinetin und 500 mg/1 des Cephalosporin-Antibio- 
tikums Cefotaxim kultiviert Die Zellsuspension wird jede Woche mit frischem K3 Medium verdunnt und der 
osmotische Wert des Mediums graduell um 0,05 m Saccharose (ca. 60 mOsm/kg) pro Woche reduziert Die 
Selektion mit Kanamycin (100 mg/1 Kanamycinsulfat (Sigma), 660 mg/g aktives Km) wird 2—3 Wochen nach der 
Kokultur in Agarose "bead type culture" (Shillito et al. 1983) gestartet Kanamycinresistente Kolonien kdnnen 40 
3_4 Wochen nach Beginn der Selektion vom Hintergrund zurQckgebliebener Kolonien unterschieden werden. 

c) Direkte Transformation von Tabalq>rotoplasten mit DNA. Calciumnitrat-PEG Transformation 

In einer Petrischale werden ca. 10 6 Protoplasten in 180 |xl K3 Medium mit 20 ]xl waBriger DNA Ldsung welche 45 
0,5 ug/ui Plasmid pSSVstl oder die isolierte DNA-Sequenz I aus pSSVstl als DNA-Fragment und 0,5 jil/jil 
pLGVneo2103 (Hain et aL 1985) enthilt, vorsichtig gemischt AnschlieBend werden 200 jil Fusionsl6sung(0,l m 
Calciumnitrat,0,45M Mannit, 25% Polyethylenglykol (PEG 6000), pH 9) vorsichtig zugegeben. Nach 15 Minuten 
werden 5 ml Waschldsung (0,275 M Calciumnitrat pH 6) addiert und nach weiteren 5 Minuten werden die 
Protoplasten in ein Zentrifugenrdhrchen transferiert und bei 60 x g pelliert Das Pellet wird in einer kleinen so 
Menge K3 Medium aufgenommen und wie im nichsten Abschnitt beschrieben kultiviert. Alternativ kdnnen die 
Protoplasten nach Hain et aL 1 985 tranformiert werden. 

Die Transformation mit der DNA-Sequenz I aus pSSVstl kann auch ohne den Zusatz der 0,5 jig/jd pLGV neo 
2103 durchgefQhrt werden. Da in diesem Fall kein Reportergen eingesetzt wird, werden die resultierenden Kalli 
auf das Vorhandensein der DNA-Sequenz-I-Gen-Einheit mit Hilfe einer Dot-Blot-Hybridisierung QberprQft Als ss 
Hybridisierung-Probe ist die kodierende Sequenz aus pSSVstl verwendbar. Selbstverstindlich kdnnen auch 
andere Nachweismethoden, wie Test mit Antikorpern oder ein Enzymtest fur Stilbensynthase eingesetzt wer- 
den. 

d) Kultur der mit DNA inkubiert en Protoplasten und Selektion Kanamycin resistenter Kalli 60 

Fflr die im folgenden beschrieben Kultur und Selektion Kanamycin resistenter Kolonien wird eine modifi- 
zierte "Bead Type culture"-Technik (Shillito et aL 1983) verwendet Eine Woche nach Behandlung der Protopla- 
sten mit DNA (vgL c) werden 3 ml der Zellsuspension mit 3 ml K3 Medium (03 M Saccharose -h Hormone; 
(Seapiaque) LMT Agarose (low melting agarose, Marine Colloids) in 5 cm Petrischalen gemischt FQr diesen 65 
Zweck wird Agarose trocken autoklaviert und nach Zugabe von K3 Medium im Mikrowellenherd kurz aufge- 
kocht Nach Erstarren der Agarose werden die Agarosescheiben ^)eads' , ) mit den eingebetteten Tabakmikro- 
kalli fttr weitere Kultur und Selektion in 10 cm Petrischal n transferi rt und je 10 ml K3 Medium (03 M 
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Saccharose, 1 mg/1 NAA, 0,2 mg/l Kinetin) und 100 mg/1 Kanamycinsulfat (Sigma) addiert Das Flussigmedium 
wind jede Woche gewechselL Dabei wird der osmotische Wert des Mediums stufenweise herabgesetzt 
Pro Woche wird das Austauschmedium (K3 + Km) urn 0,05 m an Saccharose (ca. 60 mOsm) reduziert 

Schema der Selekti n kanamycinresistenter Tabakkolonien nach DN A Transformation 

0,4 M 0,3 M 0,25 M 0,20 M 0,15 M 0,10 M Saccharos im 

Flussigmedium 

A ES K 

1 2 3 4 5 6 Wochen nach 

DNA Aufhahme 



20 

(K3 Medium 1 mg NAA, 0,2 mg Kinetin) 



25 A — DNA Aufnahme 

E = ELabettung in Agarose 

S = Selektion mit Kanamycin (100 mg/I Kanamycinsulfat) 
30 K = Kanamycinresistente Kolonien kdnnen vom Hintergnind eindeutig 

unterschieden werden 

e) Regeneration kanamycinrestistenter Pflanzen 

35 

Sobald die kanamycinrestistenten Kolonien einen Durchmesser von ca. 0,5 cm erreicht haben, wird die Halfte 
auf Regenerationsmedium (LS-Medium, 2% Saccharose, 03 mg/1 Benzylaminopurin BAP) gesetzt und bei 12 h 
Licht (3000—5000 lux) und 24° C im Kulturraum gehalten. Die andere Halfte wird als Kalluskuitur auf LS 
Medium mit 1 mg/1 NAA, 0,2 mg/1 Kinetin, 0,1 mg/1 BAP und 100 mg/1 Kanamycinsulfat propagiert Wenn (tie 
40 regenerierten SproBe ca. 1 cm groB sind, werden sie abgeschnitten und auf 1/2 LS Medium (1% Saccharose, 
03% Agar) ohne Wachstumsregulatoren zur Bewurzelung gesetzt Die SproBe werden auf 1/2 MS-Medium mit 
100 mg/1 Kanamycinsulfat bewurzelt und spater in Erde umgesetzt 



f) Transformation von Blattscheiben durch Agrobacterium tumef aciens 

45 

Fur die Transformation von Blattscheiben (Horsch et aL 1985) werden ca. 2—3 cm lange Blatter von steriien 
SproBkulturen in Scheiben von 1 cm Durchmesser gestanzt und mit einer Suspension entsprechender Agrobac- 
terien, die das Plasmid pSSVstl oder die DNA-Sequenz I aus diesem Plasmid in ihrer T-DNA enthalten, (ca. 
lO^/ml) (vgL b), in Am-Medium, (stehe unten) fur ca. 5 Minuten inkubiert Die infizierten Blattstucke werden auf 
so MS-Medium (siehe unten) ohne Hormone fur 3—4 Tage bei ca. 24 9 C gehalten. Wahrend dieser Zeit Gberwachst 
Agrobakterium die Blattstucke. Die BlattstQcke werden anschlieBend in MS-Medium (03 mg/ml BAP, 0,1 mg/ml 
NAA) gewaschen und auf das gleiche Medium (03% Agar) mit 500 g/ml Cefotaxim und 100 g/ml Kanamycinsul- 
fat (Sigma) gelegt Nach zwei Wochen sollte das Medium erneuert werden. Transf ormierte SproBe werden nach 
weiteren 2—3 Wochen sichtbar. 

55 

Biochemische Nachweismethode der Transformation 
Neomycin-Phosphotransferase (NPT II) Enzymtest 

60 NPT II Aktivitat in Pflanzengewebe wird durch in situ Phosphoryiiening von Kanamycin, wie bei ReiB et aL 
(1984) beschrieben und von Schreier et aL (1985) modifiziert, wie folgt, nachgewiesen. 50 mg Pflanzengewebe 
werden in 50 \i\ Extraktionspuffer (10% Glycerin, 5% 2-MercaptoethanoL 0,1% SDS, 0,025% Bromphen Iblau, 
62,5 mM Tris pH 63) unter Zusatz von Glaspulver auf Eis homogenisiert und 10 Minuten lang in einer Eppen- 
dorfzentrifuge bei 4°C zentrifugiert 50 ui des Oberstandes werden auf ein natives Polyacrylamidgel (145 x 1 10 

65 x 1,2 mm; Trenngel: 10% Acrylamid, 0^3% Bisacrylamid, 0375 M Tris pH 83. Sammelgel: 5% Acrylamid, 
0,165% Bisacrylamid, 0,125 M Tris pH 63) aufgetragen und ub r Nacht bei 4°C und 60 V elektrophoretisiert. 
Sobald der Bromphenolblau-Marker aus dem Gel herauslauft wird das Gel zweimal mit destilliertem Wasser 10 
Min. lang und einmal 30 Miru mit Reaktionspuffer gewaschen (67 mM Tris-Maleat, pH 7,1, 42 mM MgCI* 400 
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mM Ammoniumchlorid). Das Gel wird auf eine gleichgroBe Glasplatte gelegt und mit 40 ml iVoiger Agarose in 
Reaktionspuffer, der die Substrate Kanamycinsulfat (20g/ml) und 20—200 Ci 32 P ATP (Amersham) enthSlt, 
Oberschichtet Das Sandwichgel wird 30 Min. bei Zimmertemperatur inkubiert und dann wind ein Blatt Phospho- 
zellulosepapier P81 (Whatman) auf die Agarose gelegt Daruber werden vier Filtrierpapierlagen 3 MM, (What- 
man) und einige PapierhandtQcher gestapeit Der Transfer von in situ phosphoryliertem radioaktiven ftanamy- 5 
cinphosphat auf das P81 Papier wird nach 3—4 h gestoppt Das P81 Papier wird fur 30 min. in einer Losung von 
Proteinase K und 1% Natriumdodecylsulfat (SDS) bei 60°C inkubiert und dann 3—4 mal in 250 ml 10 mM 
Phosphatpuffer pH 7,5 bei 80°C gewaschen, getrocknet und fttr 1 — 12 h lang bei — 70°C autoradiografiert 
(XAR5 Film Kodak). 

In den gemiB den obigen Beispielen erhaltenen Pflanzenzellen und Pflanzen (Tabak) wurde die Anwesenheit 10 
der fQr Stilbensynthase kodierenden DNA-Sequenz durch Southern Blot Analyse best&tigt Die Expression der 
fur Stilbensynthase kodierenden Sequenz wurde durch Northern Blot Analyse, Stilbensynthase und Resveratrol 
mit Hilfe von speziflschen Antikdrpern nachgewiesen. Transformierte und nichttransformierte Pflanzen (zum 
Vergleich) wurden im Gewachshaus bis zur BIflte kultiviert Die transformierten Pflanzen zeigten (gegenflber 
den nicht transformierten Vergleichspflanzen) eine veranderte BlOtenfarbe und waren mannlich steriL 15 

Die bei der Transformation von Pflanzen bzw. Pflanzenzellen eingesetzte Medien werden u. a. in der EP- 
A 0 309 862 beschrieben: 

Alle Prozentangaben in den obigen sowie in den nachfolgenden Beispielen beziehen sich auf Gewichtsprozen- 
te, wo nichts anderes angegeben wird. 

20 

II) Prufung der transgenen Pflanzen auf eine ver&nderte Blutenfarbe sowie die m§nnliche Sterilitat 

Beispiel A 

Die gemaB den obigen Beispielen erhaltenen transgenen Tabakpflanzen werden in Gewebekultur vorgezogen 25 
und anschlieBend im GewSchshaus bei 23° C und 70—80% relat Luftfeuchte bis zur Blute herangezogen. Die 
Versorgung mit DQnger und Wasser erfolgt nach Bedarf. 

Alle gemaB Beispiel I) transformierten Pflanzen zeigten eine weiBe oder weiB-rosa Blutenfarbe die auch nach 
ROckkreuzung mit dem Wildtyp in der Fl -Generation erhalten blieb, wShrend die nicht transformierten entspre- 
chenden KontroHpflanzen eine kraf tig rote, dunkelrosa oder purpurfarbene BlOtenfarbe aufwiesen. 30 

Ebenso waren alle transformierten Pflanzen mannlich steril, wobei diese Sterilitat auch in der Fl -Generation 
erhalten blieb. 

Zur Transformation von Pflanzen kdnnen die foigenden VeroffentHchungen herangezogen werden: 
Fraley R.T., Rogers S.G, Horsch R.B, Sanders P.R, Flick J.S, Adams S.P., Bittner M.L, Brand LA^ Fink CL, Fry 
J.S., Fallupi G.R^ Goldberg S.B n Hoffmann NL, Woo S.C (1983). Expression of bacterial genes in plant cells. 35 
Proa NatL Acad. ScL USA 80: 4803-4807 

Fromm ME, Taylor LP, Walbot V (1986) Stable transformation of maize after gene transfer by electroporation. 
Nature 319: 791 -793 

Hain, TL, Stabel, P., Czernilofsky, A.P, SteinbiB, H.HL, Herrera-Estrella, L. Schell, J. (1985) Uptake, integration, 
expression and genetic transmission of a selectable chimeric gene by plant protoplasts. Molec Gen Genet 199: 40 
161-168 
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Sequenzprot koll 

(1) ALGEMEINE INFORMATION: 

5 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Bayer AG 

(B) STRASSE: Bayerwerk 

( C) ORT : Leverkusen 
(E) LAND: Deutschland 
(P) POSTLEITZAHL : D-51368 

(G) TELBPHON: 0214/30 66400 

(H) TELEFAX: 0214/30 3482 

(I) TELEX: 85 101-265 by d 

20 

(ii) ANMELDETITEL: DNA- Sequenzen und ihre Verwendung 

(iii) ANZAHL DER SEQOENZEN: 7 ^ 

(iv) COMPUTER -LESBARE FORM: 

(A) DATENTR&GER: Floppy disk 

<B) COMPUTER : IBM PC compatible 30 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patent In Release #1.0 , Version #1.25 (EPA) 

35 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

40 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 33 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 45 

(D) TOPOLOGIE: linear 

50 



55 



60 



65 



10 *c . 
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15 



20 



30 



35 



(ii) ART DBS MOLEKUIiS: DNS (genomisch) 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 



10 (xi) SBQUENZBBSCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1 

TCCCCCGGGA TCCATGGCTT CAATTGAGGA AAT 
(2) INFORMATION Z0 SEQ ID NO: 2: 



(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKAs 

(A) LANGB: 33 Baseupaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 
25 (D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKUIiS : DNS (genomisch) 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 



(xi) SBQUENZBBSCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2 
40 TCCCCCGGGA TCCATGGCGT CTGTGGAGGA AAT 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3: 

45 

(i) SEQDBNZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) Ii&NGB: 33 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 
50 (C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



55 



60 



65 
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(ii) ART DBS MOLBKtf LS : DNS (genomisch) 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SBQ XD NO: 3: 
TCCCCCGGGA TCCATGGTGT CTGTGAGTGG AAT 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SBQUBNZ CHARAKTBRISTIKA; 

(A) L&NGE: 32 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Binzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKULS: DNS (genomisch) 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
TGAATTCCCG GGTCAATTTG TAACCATAGG AA 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: .5: 

(i) SBQUBNZ CHARAKTBRISTIKA: 

(A) LANGS : 31 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DBS MOLEKOLS : DNS (genomisch) 
(iii) HYPOTHETISCH: ME IN 



(xi) SEQtJBNZBBSCHREIBUNG: SEQ XD NO: 5: 
CGGATCCCGG GTCAATTGGA ATCCCTAGGA A 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) L&NGE: 32 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MODEK&IiS: DNS {genomisch) 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 



(xi) SEQUENZBBSCHREIBUNG: SEQ XD NO: 6: 
CGGATCCCGG GTCTTCGCAT AACGAATTAA CT 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE : 2728 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DBS MOLEKOTjS ; DNS (genoroisch) 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 



5 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 10 

AAG CTTGCAT GCCTGCAGGT CTCAGAAGAC CAGAGGGCTA TTGAGACTTT TCAACAAAGG 60 

GTAATATCGG GAAACCTCCT CGGATTCCAT TGCCCAGCTA TCTGTCACTT CATCGAAAGG 12 0 

ACAGTAGAAA AGGAAGATGG CTTCTACAAA TGCCATCATT GCGATAAAGG AAAGGCTATC 18 0 

GTTCAAGAAT GCCTCTACCG ACAGTGGTCC CAAAGATGGA CCCCCACCCA CGAGGAACAT 24 0 

CGTGGAAAAA GAAGACGTTC CAACCACGTC TTCAAAGCAA GTGGATTGAT GTGATAACAT 3 00 25 



GGTGGAGCAC GACACTCTCG TCTACTCCAA GAATATCAAA GATACAGTCT CAGAAGACCA 3 60 

GAGGGCTATT GAGACTTTTC AACAAAGGGT AATATCGGGA AACCTCCTCG GATTCCATTG 420 
CCCAGCTATC TGTCACTTCA TCGAAAGGAC AGTAGAAAAG GAAGATGGCT TCTACAAATG 48 0 



CAAAGCAAGT GGATTGATGT GATATCTCCA CTGACGTAAG GGATGACGCA CAATCCCACT 660 

ATCCTTCGCA AGACCCGTCC TCTATATAAG GAAGTTCATT TCATTTGGAG AGGACCTCGA 720 

GAATTCCACC ATGGCTTCAA TTGAGGAAAT TAGAAACGCT CAACGTGCCA AGGGTCCGGC 78 0 

CACCATCCTA GCCATTGGCA CAGCTACTCC CGACCACTGT GTCTACCAGT CTGATTATGC 840 



15 



20 



30 



35 



CCATCATTGC GATAAAGGAA AGGCTATCGT TCAAGAATGC CTCTACCGAC AGTGGTCCCA 540 
AAGATGGACC CCCACCCACG AGGAACATCG TGGAAAAAGA AGACGTTCCA ACCACGTCTT 600 40 



45 



50 



55 



60 



65 
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TGATTACTAT TTCAGAGTCA CTAAGAGCGA GCACATGACT GAGTTGAAGA AGAAGTTCAA 900 

TCGCATATGT AAGTATATAT ATTCATGCAT TAATTCTTAC ATTCACAACA TTTCTATACA 960 

5 

TATACGAGTG TGCTATTAAG TGAGGGTCAC CTCCAAGTGA ATGAATGTTT CAAGCTTAGA 1020 

10 GAATAGCTTT TAGCTAAATT ACTTTAGGAA ACTTGAAAAT CATTTTACAT CAGTAACCGA 1080 

TATTCCTTTC ATTTGATTGT AAGGGCTTGA AGAGCTGTTC TTTGAAT CAT GTAGCATTGC 1140 

15 

TAG CT AT AAT TAAGAATAAC CTTTTATAAT TTCTTCAATG TTAAATGCAT GTTGATCATC 1200 

TTCAAGAATA TACTATATGA CTAGTCGTTG GAAAACTAAT GTGTTCATCT TATTTCTTTT 1260 

20 

ACAGGTGACA AATCAATGAT CAAGAAGCGT TACATTCATT TGACCGAAGA AATGCTTGAG 1320 
25 GAGCACCCAA ACATTGGTGC TTATATGGCT CCATCTCTCA ACATACGCCA AGAGATTATC 1380 
ACTGCTGAGG TACCTAAACT TGGTAAAGAA GCAGCATTGA AGGCTCTTAA AGAATGGGGT 1440 

30 

CAACCAAAGT CGAAGATCAC CCATCTTGTA TTTTGTACAA CCTCCGGTGT AGAAATGGCC 1500 
GGTGCAGATT ACAAACTCGC TAATCTCTTA GGCCTTGAAA CATCGGTTAG AAGGGTGATC 1560 

35 

TTGT AC CAT C AAGGTTGCTA TGCAGGTGGA ACTGTCCTTC GAACTGCTAA GGATCTTGCA 1620 
40 GAAAATAACG CAGGAGCACG AGTTCTTGTG GTGTGCTCTG AGATCACTGT TGTTACATTT 1680 
CGTGGGCCTT CCGAAGATGC TTTGGACTCT TTAGTAGGTC AAGCCCTTTT TGGTGATGGG 1740 

45 

TCAGCAGCTG TGATTGTTGG ATCAGATCCA GATGTCTCCA TTGAACGACC CCTCTTCCAA 1800 
CTTGTTTCAG CAGCACAAAC GTTTATTCCT AATTCAGCAG GTGCTATTGC GGGTAACTTA 1860 

50 

CGTGAGGTGG GACTCACCTT TCACTTGTGG CCTAATGTGC CTACTTTGAT TTCCGAGAAC 1920 

55 
60 
65 
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ATAGAGAAAT GCTTGAATCA GGCTTTTGAC CCACTTGGTA TTAGCGATTG GAACTCGTTA 198 0 

TTTTGGATTG CTCACCCTGG TGGCCCTGCA ATTCTTGATG CAGTTGAAGC AAAACTCAAT 2040 

TTAGAGAAAA AGAAACTTGA AGCAACAAGG CATGTGTTAA GTGAGTATGG TAACATGTCT 2X00 



5 



AGTGCATGTG T CTTGTTT AT TTTGGATGAG ATGAGAAAGA AATCCCTAAA GGGGGAAAAA 2160 10 



GCTACCACAG GTGACGGATT GGATTGGGGN GTACTATTCG GTTTTGGGCC AGGCTTGACC 2220 



15 



20 



ATTGAGACCG TTGTGCTGCA TAGCGTTCCT ATGGTTACAA ATTGAGTGGA AAACGGTAAG 2280 

AGAAATGATA TAGGGGACAT GTCTTATTGT ATTAGAGAGG AGGTGCTACG AAAGATATGT 2340 

ACATGTATCT TCAAAGTTAA TAATAGTACT CCTAAATCTT TTATTCCTAT CCTAACATTG 2400 

AGGGATTGTA ATTTAGTGAT TGTTGGAGGG TGCAGTCACG TCAGGCAAGT GGATGAAACT 2460 25 



30 



35 



GCAAGTGCTT GTCATTCTGT TATCGGGGGA TCCTCTAGAG TCCGCAAAAA TCACCAGTCT 2520 
CTCTCTACAA ATCTATCTCT CTCTATTTTT CTCCAGAATA ATGTGTGAGT AGTTCCCAGA 258 0 
TAAGGGAATT AGGGTTCTTA TAGGGTTTCG CTCATGTGTT GAGCATATAA GAAACCCTTA 2640 
GTATGTATTT GTATTTGTAA AATACTTCTA TCAATAAAAT TTCTAATTCC TAAAACCAAA 2700 
ATCCAGTGAC CTGCAGGCAT GCAAGCTT 2728 40 

Patentanspruche 

1. DNA-Sequenz I, die aus den folgenden BestandteOen besteht, die in der 5'-3'-Reihenfolge aneinanderge- 45 
reiht sind: 

a) ein zum Bestandteil b) heterologer Promoter, der in Pflanzen stark wirksam ist und/oder der 
antheren- oder tapetum-spezifisch ist und dem gegebenenfalls ein verstarkendes Element ("Enhancer") 
vorgesetzt ist; 

b) eine fur Stilbensynthase kodierende DNA-Sequenz; und 50 

c) eine 3'-Polyadenyiierungssequenz; 
sowie die davon abgeleiteten DNA-Sequenzen. 

2. DNA-Sequenz I gemaB Anspruch 1, wobei als Bestandteil a) ein Pflanzenvirus-Promotor und gegebenen- 
falls ein Enhancer verwendet wird. 

3. DNA-Sequenz I gemaB Anspruch 1, wobei als Bestandteil a) ein antheren- oder tapetumspezifischer 55 
Promotor verwendet wird 

4. DNA-Sequenz I gemaB Anspruch 1, wobei als Bestandteil a) der CaMV 35S Promotor verwendet wird. 

5. DNA-Sequenz I gemaB Anspruch 1, wobei als Bestandteil a) der CaMV 35S Promotor verwendet wird, 
dem der CaMV 35S Enhancer vorgeschaltet ist 

6. DNA-Sequenz I gemaB Anspruch 1, wobei als Bestandteil a) das Konstrukt aus dem CaMV 35S Promotor 60 
und dem CaMV 35S Enhancer verwendet wird, welches auf dem Plasmid pSSVst 1 enthalten ist 

7. DNA-Sequenz I gemaB Anspruch 1, wobei als Bestandteil a) das Konstrukt aus dem CaMV 35S Promotor 
und dem CaMV 35S Enhancer verwendet wird, welches aus den Nukleotiden 1 bis 720 gemaB SEQ ID NO: 7 
odereinerdav n abgeleiteten Sequenz besteht 

8. DNA-Sequenz I gemaB Anspruch 1, in welcher als Bestandteil b) eine fur Resveratrolsynthase kodierende 65 
DNA-Sequenz verwendet wird. 

9. DNA-Sequenz I gemaB Anspruch 1, in welcher als Bestandteil b) eine fur Resveratrolsynthase kodierende 
DNA-Sequenz aus Arachis hypogea oder aus vitis vinifera oder deren cDNA verwendet wird. 

17 
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10. DNA-Sequenz I gemaB Anspruch 1, in weicher als Bestandteil b) eine rarResveratrolsynthase kodieren- 
de DNA-Sequenz aus vitis vinifera oder deren cDNA verwendet wird. 

1 1. DNA-Sequenz I gemaB Anspruch 1, in weicher als Bestandteil b) die fur Resveratrolsynthase kodierende 
DNA-Sequenz* die auf dem Plasmid pSSVstl enthalten ist oder eine davon abgeleitete Sequenz, verwendet 
wird. 

12. DNA-Sequenz I gemaB Anspruch 1, in weicher als Bestandteil b) die fQr Resveratrolsynthase kodierende 
DNA-Sequenz verwendet wird, welche aus den Nukleotiden 731 bis 2265 gemaB SEQ ID NO: 7 oder einer 
daraus abgeleiteten Sequenz besteht 

13. DNA-Sequenz I gemaB Anspruch 1, in weicher als Bestandteil c) die 3'- Polyadenylierungssequenz, 
welche in den jeweiligen naturiichen Stilbensynthase-Genen enthalten ist, verwendet wird. 

14. DNA-Sequenz I gemaB Anspruch 1, in weicher als Bestandteil c) die 3'-Polyadenyiierungssequenz, 
welche im Plasmid pSSVstl enthalten ist, verwendet wird 

15. DNA-Sequenz I gemaB Anspruch 1, in weicher als Bestandteil c) die 3'-Polyadenylierungssequenz 9 
verwendet wird, welche aus den Nukleotiden 2266 bis 2485 oder 2266 bis 2728 gemaB SEQ NO: 7 oder einer 
davon abgeleiteten Sequenz besteht 

16. DNA-Sequenz I gem&B Anspruch 1, welche aus einer {Combination der Bestandteile a) bis cX welche auf 
dem Plasmid pSSVstl enthalten ist oder eine davon abgeleitete Sequenz besteht 

17. DNA-Sequenz 1 gemaB Anspruch 1, welche aus den Nukleotiden 1 bis 2728 gemaB SEQ NO: 7 oder einer 
davon abgeleiteten Sequenz besteht 

18. Rekombinante prokaryontische oder eukaryontische DNA, welche die DNA-Sequenz gemaB Anspruch 
1 enthalt 

19. Rekombinante DNA, die in Pflanzen oder Pflanzenzellen enthalten ist und die DNA-Sequenz gemaB 
Anspruch 1 enthalt 

20. Vektoren, welche die DNA-Sequenz gemaB Anspruch 1 oder die rekombinante DNA gemaB Anspruch 
18 enthalten. 

21. Vektor-Plasmid pSSVstl. 

22. Transformierte Mikroorganismen, welche die DNA-Sequenz I oder die rekombinante DNA gemaB 
Anspruch 18 enthalten. 

23. Escherichia coli Stamm RH pSSVstl (gemaB DSM 9501) sowie seine Mutanten, welche noch die fOr die 
AusfUhrung der Erf indung wesentlichen Merkmale aufweisen. 

24. Transgene Pflanzen (einschlieBlich Teile dieser Pflanzen sowie deren Vermehrungsmaterial, wie Proto- 
plasten, Pflanzenzellen, Kalli, Samen, Knollen oder Stecklingen usw.), die in ihrem Genom die DNA-Se- 
quenz I enthalten und die mannlich steril sind und/oder eine gegenOber den entsprechenden Pflanzen, 
welche die DNA-Sequenz I nicht enthalten, geanderte BIGtenfarbe aufweisen sowie die Nachkommen 
dieser Pflanzen. 

25. Transgene Pflanzen gemaB Anspruch 24, welche als DNA-Sequenz I die DNA-Sequenz I enthalten, 
welche sich auf dem Plasmid pSSVstl befindet oder welche davon abgeleitet ist 

26. Transgene Pflanzen gemaB Anspruch 24, welche als DNA-Sequenz I die DNA-Sequenz I enthalten, 
welche aus den Nukleotiden 1 bis 2728 gem&B SEQ ID NO: 1 besteht oder welche davon abgeleitet ist 

27. Verwendung der DNA-Sequenz I gemaB Anspruch 1 und/oder der rekombinanten DNA gemaB An- 
spruch 18 und/oder der Vektoren gemaB Anspruch 20 und/oder der transformierten Mikroorganismen 
gemaB Anspruch 22 zur Transformation von Pflanzenzellen (einschlieBlich Protoplasten) und Pflanzen 
(einschlieBlich Pflanzenteilen und Samen). 

28. Verfahren zur Herstellung der transgenen Pflanzen gemaB Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, dafi 
man 

(a) die DNA-Sequenz I gemaB Anspruch 1 und/oder die rekombinante DNA gemaB den Anspruch 4 in 
den Genom von Pflanzenzellen (einschlieBlich Protoplasten) einsetzt und gegebenenf alls 

(b) aus den transgenen Pflanzenzellen (einschlieBlich Protoplasten) vollstandige transformierte Pflan- 
zen regeneriert und gegebenenf alls vermehrt und gegebenenf alls 

(c) von den so erhaltenen transgenen Pflanzen der Elterngeneration oder weiterer daraus gewonnener 
Generationen die gewQnschten Pflanzenteiie (einschlieBlich Vermehrungsmaterial) gewinnt 

29. Verwendung der transgenen Pflanzen gemaB Anspruch 24 zur Erzeugung von Vermehrungsmaterial 
sowie zur Erzeugung neuer Pflanzen, die die DNA-Sequenz I gemaB Anspruch 1 oder die rekombinante 
DNA gemaB Anspruch 18 enthalten und deren Vermehrungsmaterial. 

30. Verwendung von DNA-Sequenzen, welche ganz oder teilweise der DNA entsprechen, die als DNA-Se- 
quenz I auf dem Plasmid pSSVstl enthalten ist, als Sonde zum Nachweis des Gehaltes der DNA-Sequenz I 
oder ihrer Bestandteile in DNA, welche auf diesen Gehalt untersucht werden solL 

31. Verwendung der fur Stilbensynthase kodierenden DNA-Sequenz zur Erzeugung von transgenen Pflan- 
zen, welche mannlich steril sind und/oder gegenOber entsprechenden Pflanzen, die diese DNA nicht in 
ihrem Genom enthalten, eine geanderte Blutenfarbe aufweisen. 
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